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パク質で、血漿の全タンパク質の約 60％を占める。ヒトでは 3.5~5.0 g/dL、ラ































acetate (IA), hippurate (HA)、indoxyl sulfate (IS)などの内因性物質であると報告































































第 2章 骨肉腫腫瘍移植ラットにおける CEZの蛋白結合率についての検討 
 




























第 2節 結果 
 
第 1項 CEZの蛋白結合実験 
 






第 2項 CEZの蛋白結合率の変動 
  
Fig. 2-2に CEZの総濃度に対してプロットした fpを示した。また CEZのイ
ンタビューフォームでは、CEZ 2 gを 30分かけて点滴静注した時の最高血漿
中濃度は約 400 Mと記載されている。そこで Table 2-2に Total濃度 400 M
以下の点を平均したもので示した。さらに、Langmuirの式(１)より、n、Kdを
算出した。400µM以下の fpはコントロール群で 0.157、腫瘍群で 0.37と腫瘍
群の fpはコントロール群に比べ約 2.3倍有意に上昇した。 
 
    
      
     
 
             
ただし、Cb は結合型の薬物濃度を、Cf は遊離型の薬物濃度を、n は血漿蛋白
１分子あたりの結合部位数を、Kd は解離定数を、PTは総蛋白濃度としてアル
ブミン濃度とした。 








された。ただし、CLr = CLtot と近似し、再吸収率(FR) = 0.2215)、腎血流量(Qr) 
= 45.6 mL/min/kg
16）、GERはコントロール群 1.76 mL/min/kg9）、腫瘍群 1.73 
mL/min/kg
9）は文献値を用いた。また、CLtot はコントロール群 2.93 mL/min/kg、
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てアルブミン濃度はコントロール群の 3.89 から 3.46g/dLと低下していたもの
の 10％程度の低下に留まった。Langmuir の式(1)は Cfが Kdより十分に小さい
時、式(2)の様に変形できる。コントロール群と腫瘍群で Kd、nが変化しない
とした時、式 （2）にコントロール群の fp (fpcontrol)、腫瘍群の fp (fptumor)、コン
トロール群のアルブミン濃度(Ptcontrol)を当てはめると、コントロール群の fpが
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     Kd  >> Cf の時 
 














































Pharmacokinetic parameters Control (n = 5) Tumor  (n = 5) 
CLtot （ mL /min/kg) 2.93  ± 0.67 5.13  ± 1.20* 
Vss ( mL /kg) 214  ± 26 314  ± 32* 
Fig. 2-1 Plasma concentration time courses of CEZ 20 mg/kg i.v. bolus injection for 
control or tumor (CSLM) bearing rats.  
Each point with vertical bar represent the mean ± SEM. (n = 5) 
* Significantly difference between control and tumor rats. (p＜0.05）  
Table 2-1 Estimated CEZ pharmacokinetic parameters after CEZ 20 mg/kg i.v. bolus 
injection for control and tumor (CSLM) bearing rats.  
Each value is mean ± SD  


































n 0.64 0.45 
Kd L)  59.9 109.5 
Pt = Albumin (µM) 602.0 591.1 
Fig. 2-2 Comparison of free fraction of CEZ between control and tumor bearing rats.  
* Significantly difference between control and tumor. (p < 0.01) 
※ Total CEZ concentration < 400mM  
Table 2-2 Estimated plasma protein binding parameters of CEZ in control 
and tumor bearing rats.  

















































○ Control   









Fig. 2-3 Time courses of calculated free CEZ plasma concentration after 20mg/kg 
i.v. bolus injection for control or tumor bearing rats.  
Each data is mean ± S.D.  (n = ５）  

















Parameters Control（n > 6） Tumor （n > 8） 
Total protein (g/dL) 5.28 ± 0.12 5.33 ± 0.22 
Albumin (g/dL) 3.89 ±0.10 3.46 ± 0.48＊ 
Albumin/globulin 2.83 ± 0.27 1.92 ± 0.37＊ 
Bilirubin (mg/dL) 0.65 ± 0.06 0.69 ± 0.06 
Free fatty acids (mEQ/L) 621 ± 53 551 ± 218 
Uric acid (mg/dL) 2.29 ± 1.37 1.95 ± 0.85 
Glucose (mg/dL) 240 ± 31 213 ± 22 
Creatinine (mg/dL) 0.230 ± 0.047 0.297 ±0.097 
Each value is mean ± S.D. 
* Significantly difference between control and tumor bearing rats. (p < 0.05)  
Table 2-3 Comparison of potentially influential factors in protein binding between 
control and tumor bearing rats. 
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第 3章 骨肉腫腫瘍移植ラットにおける IBの蛋白結合率についての検討 
 








によって代謝され2,4’- (2-Hydroxy-2-methylpropyl) phenylpropionic acid (IPH)、も




























第 2節 結果 
 
第 1項 IBの蛋白結合率の変動 
 
 腫瘍群とコントロール群の血漿を用いて IB の fp を見た結果を示す(Fig. 3-1)。
尚、IBにおいて高親和性サイトの Kdは文献値上 0.3 Mと小さく、ほとんど
が結合形のため、様々な IB総濃度における IBの遊離形濃度を実測することが
難しく、Langmuir plot を引くことは難しいと考えられた。そのため結合実験は
1点で見積もった。コントロール群の fp が 0.026なのに対し、腫瘍群では
0.069と約 2.7倍に有意に上昇していた。 
 
第 2項 IBの体内動態変動 
 











第 3節 考察 
 



























































○ Control   


















Each data is mean ± S.D.  (n = 4-5) 
* Significantly difference between control and tumor (p < 0.01).  
Fig. 3-1 Comparison of free fraction of IB between control and tumor bearing rats. 
Fig. 3-2 Time courses of IB plasma concentration after 10mg/kg i.v. bolus injection 
for control or tumor bearing rats.  
Each data is mean ± S.D.  (n = 3-5) 
















Pharmacokinetic parameters Control (n = 3) Tumor (n = 5) 
CLtot (mL/min/kg) 8.05  ± 0.01 6.25  ± 1.24 
Vss   ( mL /kg) 539  ± 66 1015  ± 290 
AUC (     µg / mL ･ min) 5921  ± 141 6642  ± 1004 
t  
1/2 62  ± 18 176  ± 56 
Table 3 Estimated IB pharmacokinetic parameters after IB 10 mg/kg i.v. 
bolus injection for control or tumor bearing rats. 
Each data is mean ± S.D.  (n = 3-5) 






Fig. 3-3 Time courses of calculated free IB plasma concentration after 10mg/kg i.v. bolus 
injection for control or tumor bearing rats.  
 Each data is mean ± S.D.  (n = 3-5) 






























第 4章 骨肉腫腫瘍移植ラット血漿からのアルブミンの精製とその特徴 
 
































第 2節 結果 
 
第 1項 腫瘍群の血漿を用いた構造変化の検討 
 









ンの構造変化によるものなのか調べるため Hitrap Blue HP カラムを用いて血
漿からのアルブミンの精製を行った。Fig. 4-2 A にはその過程を示した。始め
に binding バッファーを流してカラムにアルブミンを結合させ、結合しなかっ
たアルブミンとその他のタンパク質を 280 nm での吸収がなくなるまで除去し
た。次に elution バッファーを流しカラムに結合したアルブミンを溶出した。
凍結乾燥した後のアルブミンの収量はコントロール群で約 19 mg/ 1 mL 




次に精製したアルブミンの純度を調べるため、SDS-PAGE を行った(Fig. 4-2 
B)。Lane 1 は市販品の HSA、Lane 2 は精製前のコントロールラット血漿、
Lane 3 はコントロールラット血漿精製物、Lane 4 は精製前の骨肉腫腫瘍移植
ラット血漿、Lane 5 は骨肉腫腫瘍移植ラット血漿精製物である。なお、いず
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れのレーンも総蛋白を 4 g に統一した。アルブミンは 65 kDa であり、矢印








第 3項 精製アルブミンの薬物結合特性 
 





























































を解いて二次元構造にするためheavy chain（MW : 55 kDa）とlight chain（MW :  














































































Each data is mean ± S.D. (n = 6)  
* Significantly difference between control and tumor (p < 0.05).  
Fig. 4-1 Fluorescence of albumin-bound bis-ANS in control and tumor 
























3:Purified albumin from   
control plasma
4:Tumor plasma
5:Purified albumin from   
tumor plasma
Figure 4-2. Fluorescence (A) and excitation (B) spectra of dityrosine in 



















































Total CEZ concentration (M) 
Control 
Tumor 
Fig. 4-3 Lamgmuir plot of CEZ binding to purified albumin from control or 
tumor bearing rat’s plasma. 


















Fig. 4-4 IB binding to purified albumin from control or tumor bearing rat’s plasma. 
Each data is mean ± S.D. (n = 3)  
* Significantly difference between control and tumor (p < 0.05).  

















































α-helix 0.59 ± 0.008 0.44 ± 0.00 * 
β-sheet 0.07 ± 0.005 0.20 ± 0.00 * 






















Fig. 4-5 Far-UV (A) and near-UV (B) CD spectrum of purified albumin from 
control or tumor bearing rat’s plasma. 
Each value is mean ± S.D. and estimated from K2d analysis. (n = 3) 








Fig. 4-6 Spectroscopic analysis of purified albumin from control and tumor bearing rat’s 
plasma. －Fluorescence intensity of aromatic series (A) and Trp (B)－ 
Each value is mean ± S.D.  (n = 3) 





Fig. 4-7 Fluorescence of purified albumin bound bis-ANS. 
Each value is mean ± S.D.  (n = 3) 
* Significantly difference between control and tumor (p < 0.05). 
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第 5章 サイトカインの影響 
 





















第 2節 結果 
 





IL-6 も 2.5 倍の上昇が見られた。また、TNF-は有意な変化は見られなかった。
よって以下の検討では腫瘍群と同濃度の IL-1、IL-6を作用させた。 
 

















































(n = 9 - 13) 
Tumor 
(n = 10 - 13) 
Normal value  
in human 
IL-1β(pg/mL) ＜ 2.0 24.3  ± 6.77＊ ＜ 3 ～ 8 
IL-6 (pg/mL)    106 ± 15 268 ± 147＊ 80 ～ 100 
TNF-α(pg/mL) 10.3 ± 3.19 12.2 ± 2.90 ＜ 0.7 
Table 5 Comparison of concentration of cytokines between control and 
tumor bearing rats. 
9） 
Each data is mean ± S.D.  
* Significantly difference from control (p < 0.05).  

















Fig. 5-2 Langmuir plot for CEZ binding to cytokine treated HSA. 
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第 6章 酸化アルブミンの影響 
 





















































第 2節 結果 
 










るAdvanced Oxidation Protein Products (AOPP)を測定した結果をFig. 6-2に示した。
AOPPの濃度は代表的な酸化物質であるCT当量として換算し、蛋白濃度で補正





定したところ、コントロール群で1.3 nmol/mg protein、腫瘍群で3.0 nmol/mg 
proteinと腫瘍群で約2.3倍に有意に上昇していた(Fig. 6-3A)。また、CT 10 mMで
調製した酸化アルブミンのCO含量はコントロール群で2.3 nmol/mg protein、
腫瘍群で21.7 nmol/mg proteinと約10倍に上昇していた(Fig. 6-3B)。 
 




 Fig. 6-4に CT 50 mM処理 HSAに対する IBの結合率を示した。IBの fpはコ
ントロール群で 0.05、CT 50 mM処理で 0.89と顕著に上昇し、ほぼ全てが遊離
形となった。そこで、CTを 10 mMとして蛋白結合を検討した。Fig. 6-5Aは
IBの fpである。IBの fpはコントロール群で 0.1、CT 10 mM処理で 0.4と約 4
倍に有意に上昇し、vivoの結果と類似していた。また Fig.6-5Bは横軸に CEZ



















































































Fig. 6-1 Effect of control or tumor bearing rat’s plasma in oxidative rate from 
dihydroRho 123 to Rho 123. –Relative antioxidant activity- 









Fig. 6-2 AOPP level of plasma (A) and purified albumin from control and tumor bearing 
rat’s plasma (B).  







Fig. 6-3 Carbonyl level of purified albumin from control and tumor bearing rat’s serum (A) 
and  human serum albumin oxidized by 10 mM chloramineT (B).  









































0 50 100 150 200 250 300 350 400






































Fig. 6-4 Comparison of free fraction of IB between control and 50 mM  CT treated HSA. 
Fig. 6-5 Comparison of free fraction of IB (A) and CEZ (B) between control and 10 mM CT 
treated HSA. 
* Significantly difference between control and tumor (p < 0.01).  
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セファゾリンナトリウム水和物            アステラス製薬(株) 
イブプロフェン                                     Sigma Chemical Co                    
ワーファリン                    Sigma Chemical Co 
バルプロ酸ナトリウム                Sigma Chemical Co 
クロラミン T                    ナカライテスク(株) 
Albumin from human serum, Essentially fatty acid free     Sigma Chemical Co 
human IL-1β PEPRO TECH EC 
human IL-6 PEPRO TECH EC 








ケトプロフェン                     Sigma Chemical Co 
過塩素酸(70％) 和光純薬工業(株) 
イソオクタン ナカライテスク(株) 
2-プロパノール HPLC用                和光純薬工業(株) 
アセトニトリル HPLC用              ナカライテスク(株) 
リン酸二水素ナトリウム二水和物 ナカライテスク(株) 




4,4’-Dianilino-1,1’-binaphtyl-5,5’-disulfonic acid dipotassium salt (bis-ANS) 
Sigma Chemical Co 
過酸化水素 和光純薬工業(株) 








アルブミン-B テストワコー 和光純薬工業(株) 
牛血清アルブミン                                            Sigma Chemical Co 
 
2-6）蛋白定量に使用した試薬 
Bio Rad Dc Protein Assay Reagent A      バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 
Bio Rad Dc Protein Assay Reagent B     バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 
Bio Rad Dc Protein Assay Reagent S     バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 
 
2-7）SDS-PAGEに使用した試薬 
SDS-PAGE 10×Running Buffer             ニッポンジーン(株) 
Sample Buffer Solution(2ME+)(×4)    和光純薬工業(株) 
Bio-Safe
TM Coomassie (G-250 Stain)        バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 
Precision Plus Protein Standards              バイオ･ラッド ラボラトリーズ(株) 
e・パジェル(5-20％)       アトー(株) 




ヨウ化カリウム                    ナカライテスク(株) 
 
2-9）COの測定に使用した試薬 
2,4-ジニトロフェニルヒドラジン             ナカライテスク(株) 
グアニジン塩酸塩（生化用）   和光純薬工業(株) 
 
3．麻酔に使用した薬物 
ジエチルエーテル                    ナカライテスク(株) 
 
4．その他 
塩化ナトリウム                      和光純薬工業(株) 
フタル酸塩 pH 標準緩衝液 (pH 4.01)             和光純薬工業(株) 
中性リン酸 pH 標準緩衝液 (pH 6.86)                                           和光純薬工業(株) 
イソジン液                               明治製菓(株) 




限外濾過ユニット：Centrifree YM-30 Amicon, C.A. 
SHAKER： BIO-SHAKER BR-15 TAITEC 
遠心器：KUBOTA7820 KUBOTA 
 
5-2．HPLC による CEZ及び IBの定量に使用した機器 
カラム：COSMOSIL/COSMOGEL 5C18-MS-Ⅱ4.6 mm × 15 cm 
ナカライテスク(株) 
UV 検出器：SPD-６A                                               島津製作所(株) 
ポンプ：LC-9A                                                 島津製作所(株) 
オートサンプラー：SIL-6B                                        島津製作所(株) 
カラムオーブン：Model 557             ジーエルサイエンス(株) 
データ処理装置：C-R4A                                            島津製作所(株) 
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SHAKER:：MK200D                    Yamato 
 
5-3．CD測定 
円二色性分散計：J-820     日本分光(株) 
 
5-4．蛍光測定 
FP7700     日本分光(株) 
 
5-5．アルブミン分離 
脱塩カラム：PD-10 Desalting column GEヘルスケア(株) 
分離カラム：Hitrap Blue HP 1mL GEヘルスケア(株) 
分光光度計：U-2001 Spectrophotometer      日立ハイテクノロジーズ(株) 
真空凍結乾燥機：FD-81     東京理化器(株) 
 
5-6．蛋白定量 
Labsystems Multiskan BICHROMATIC      大日本製薬(株) 
MICROTUBE MIXER EM-36                  TAITEC 
 
5-7．SDS-PAGE 
DOUBLE ALUMI BATH ALB-301       IWAKI 
電気泳動槽：AE-6530    アトー(株) 
電圧器：AE-8500    アトー(株) 
 
5-8．AOPP 



































ル(Polyethylene Tube, SP45 夏目製作所)を挿入した。再び血液を流し、あらか
 54 
じめヘパリン処理した試験管に全血液を採取した。採取した血液は、 3,500 
rpm で 10 分間遠心して血漿を取った。 
CEZ蛋白結合実験では 3,6,12,24,48 mMの CEZ標準液、IBでは 70 mMの IB
標準液を作製しその 7 L ずつを血漿 700 Lに加え、血漿中 CEZ濃度
30,60,120,240,480 µM、IB濃度 700 Mの血漿サンプルを作製した。これらの









市販 HSAを 66 mMリン酸バッファーに溶解し 60 Mとした。CEZ標準液
(3,6,12,18,24,36 mM)を添加し 30,60,120,180,240,360 Mのサンプルとした。サ
イトカイン刺激実験では IL-1β、IL-6をそれぞれ最終濃度 25 pg/mL、250 
pg/mLとなるように添加し、37℃で 30分インキュベートした。IBは 70 Mの
HSA溶液 700 Lに 7 mM標準液を添加し 70 Mのサンプルとした。 
 
6-2-4）結合パラメーターの算出 





















   Ki = Kd・[ I ] / ( Kd’ – Kd ) 
      I：阻害剤濃度 
   Kd：阻害剤を添加しない時の CEZの解離定数 
   Kd’：阻害剤を添加した時の CEZの解離定数 
 
6-3）HSAの酸化法 
HSAを 66 mMリン酸緩衝液に溶解し、好気的条件下 37℃恒温槽で 18時間
インキュベートした。 
CT処理HSAの調製はAnrakuらの方法に従って以下の様に行った55)。 
 HSA300 Mと 1、10、50 mMの CTを 66 mMリン酸バッファーに溶解後、
好気的条件下、37℃で 1時間インキュベートした。反応後サンプルを氷冷し、
66 Mリン酸緩衝液で 24時間透析後、凍結乾燥を行った。 
 
6-4）CEZの測定 
Deguchi Y.らの方法で測定をおこなった 64)。 
 
6-4-1）HPLCの条件 





血漿サンプルでは、2倍に希釈し、その 80 Lずつをとり、生理食塩液 80 
L、アセトニトリル 160 Lを加えてボルテックスした。検量線用として、
200,100,50,25,12.5,6.25,3.13 M の濃度の CEZ 標準液を調製し、その 80 Lずつ
をとり、2倍希釈にしたコントロール血漿 80 L 、アセトニトリル 160 Lを
加えて撹拌した。これらのサンプルを、15,000 rpm で 10 分間遠心して、その
上清の 80 μL を HPLC に注入した。 




Juria H.らの方法で測定をおこなった 65)。 
 
6-5-1）HPLCの条件 






したサンプルでは 2倍に希釈し、その 50Lずつをとり、生食 50 Lを加えた。
検量線用として、200,100,50, 25,2.5,6.25,3.13 Mの IB標準液 50 Lをとり、10
倍もしくは 2倍に希釈した血漿を 50 L加えた。それぞれに ISとしてケトプ
ロフェン(10g/mL in 0.01M リン酸バッファー pH 6.0) 30Lを共栓付試験管に
入れた後 50 Lの 4.0 M 過塩素酸を加え、撹拌した。さらに pH 2.0の 0.5 Mリ
ン酸バッファーを加え 2 mLとし撹拌した。イソオクタン-イソプロパノール
(90:10;v/v) 5 mLを加えて栓をして撹拌し、15 分間高速度で振とう後 2,500 rpm
で 10分間遠心した。 
上層をできるだけ細試験管に移し、窒素ガス気流下で乾固した後、移動相 300 
µLを加え撹拌した 80 Lを HPLCに注入した。 




アルブミン B-テストワコーを用いて測定した。  




血漿抗酸化能は Mera Kらの方法によって測定した 41)。 
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H2O2 50 mMに対して血漿 25 Lを含む 66 mMリン酸バッファー中に DRD





 血漿を用いた検討では血漿 4 Lを含む 2 mLの 66 mMリン酸バッファーに
bis-ANS を 10 Mとなるように添加した。HSAを用いた検討では HAS 1 Mを
含むリン酸バッファーに bis-ANSを 10 Mとなるように添加した。これらの
サンプルを遮光条件下 37℃で 20分インキュベートした。蛍光スペクトルは励




PD-10カラムを 25 mLの Binding Bufferで平衡化し、血漿を 2.5 mLまで
Binding Bufferでスケールアップして加え、その通過液は捨てた。さらに




流速:1 mL/minで５mLの Binding Bufferを流し、平衡化した後、前処理した
サンプルを加えた。約 10 mLの Binding Bufferで洗い流し、UV 280 nmでモニ




Bio Rad Dc Protein Assay Reagent Aと Bio Rad Dc Protein Assay Reagent Sを
50：1の割合で混合し、A’とした。A’25 Lとサンプル 5 L、Bio Rad Dc 
Protein Assay Reagent B 200 Lを混合し、15分攪拌し、690 nmの吸光度を測定
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した。検量線はサンプルの替わりに標準アルブミン溶液 0,0.25,0.5,1,2  mg/mL
を加えた。 
また、A/G比は A/Gテストワコーを用いて測定した。  
 
6-10）SDS-PAGE 
 泳動蛋白量が 4 gもしくは 8 gとなるように 4×サンプルバッファー、サ
ンプル、超純水を加え、95℃で 5分加熱した後氷冷した。
1,10,15,20,25,37,50,75,100,150,250 kDaの分子量マーカーを使用し、5-20％のグ
ラジエントゲルにそれぞれ 12 µLずつアプライし、130 V で約 2 時間泳動した。 
 
6-11）CBB染色 
 泳動したゲルを超純水で 5分洗浄を 3回行った後、Bio-SafeTM Coomassie 
(G-250 Stain)に浸して約 40分浸透させた。超純水で 30分洗浄して脱色し、染
色されたゲルを撮影した。   
 
6-12）AOPPの測定 
 Witkko-Sarsat V.らの方法に従った 58)。 
  
血漿を PBSで 5倍希釈し、その 200 µLを 96 ウェルプレートに入れ 340 nm
の吸光度を測定した後、20 µLの酢酸を加えた。また、検量線として、0-100μ
Mのクロラミン T溶液 200 µLに 20 µLの酢酸を加えた。その後検量線、サン
プル両方に 10 μLの 1.16 Mヨウ化カリウムを加え、30秒攪拌後直ちに 340 
nmでプレートリーダーで測定した。ブランクとして、200 µLの PBS+10 μL
ヨウ化カリウム+20 µL酢酸を用いた。また、吸光度は反応後の値から反応前
の値を差し引き補正した。値はクロラミン T当量として表した。また、精製
物は 10 mg/mLとしてその 200 µL を用いた。 
 
6-13）カルボニルの測定 
 Revine R. L.らの方法に従った 66)。 
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血漿 50 µLを 2.5 Mの塩酸に溶かした 10 ｍMの DNPH 0.5 mL と室温で 1時
間反応させた。等量の 20 ％(w/v)TCAを加え、5分氷冷し、3分 11,000 gで遠
心した。ペレットを１mL のエタノール/酢酸エチル(1:1,v/v)で 3 回洗浄した後、
6 Mのグアニジン溶液１ mLに溶解した。37℃で 10分振投した。370 nmでカ
ルボニル濃度を測定した(DNPHのモル吸光係数を 22 mM-1cm-1とした)。ブラ
ンクとして、2.5 Mの塩酸のみで処理したサンプルを使用した。また、蛋白濃
度は 280 nmで測定し、6 Mグアニジン溶液に溶かした BSAを検量線として見
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